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vins,  Inhibins, Nodal and An ‐Müllerian Hormone  (AMH)  [1].  Its prototypical member, 
TGF‐, was discovered as a  factor  capable of  transforming  the  cellular morphology and 
promo ng growth of normal rat kidney cells in so  agar [2]. Three isoforms of TGF‐ exist 
in humans, namely TGF‐1, TGF‐2, TGF‐3, and they share 60‐80 % amino acid homology 





quent  studies  showed  that  they have an  important  role  in pa erning during embryonic 
development  [13]. Dele on of  specific BMP  isoforms  in mice can  lead  to defects  in  the 





















Tg 2  Cardiac, lung, craniofacial, limb and urogenital defects. Perinatal lethal  [8] 
Tg 3  Cle  palate, delayed lung matura on. Postnatal lethal  [5,7] 
Bmp2  Malforma on of the amnion. Cardiac defects. Embryonic lethal (E7.5‐10.5)  [22] 
Bmp3  Increased bone density. Viable  [15] 
Bmp4  Defec ve gastrula on and mesoderm forma on. Embryonic lethal (E7.5‐9.5)  [21] 
Bmp5  Mild defects in skeletal pa erning. Viable and fer le.  [23] 
Bmp6  Mild defects in skeletogenesis. Viable and fer le  [24] 




Bmp12  Defec ve neural cell differen a on. Hydrocephalus a er birth.  [17] 
Bmp13  Defects in joint, ligament and car lage forma on. Viable  [19] 




















and c‐Jun  [40]. Some  transcrip on  factors only  interact only with Smad3, such as FOXO 
family members [41]  and ATF3 [42].  






Figure 1 Basic  signaling  scheme. Upon binding of TGF‐/BMP  to  the  receptors,  the  type  II  receptor 
phosphorylates the type I receptor, which then phosphorylates the R‐Smad. This  induces a conforma‐
onal change in these Smads, enabling them to interact with the Co‐Smad and these complexes trans‐
locate into the nucleus, where they affect transcrip on, in conjunc on with other transcrip on factors. 
12 
counteract  bone  differen a on  [37,38].  Ligand‐receptor  binding  of  BMP‐2  and  4  is  en‐
hanced by GPI‐anchored proteins of the repulsive guidance molecule (RGM)  family, such 





In certain cell types, TGF‐ also  induces ac va on of R‐Smads 1 and 5 through the type  I 
receptor ALK1. ALK5 was required for this ac va on, whereas ALK1 inhibited ALK5‐  
Smad2/3 signaling [43]. The co‐receptor endoglin (CD105) poten ates TGF‐‐ALK1 signal‐
ing over ALK5 signaling [44]. Recent reports also suggested that TGF‐ could signal through 
the type‐I receptor ALK2 and 3 to ac vate Smad1 and 5  in epithelial cells  (Table 2). This 
process  also  requires  ALK5  and  resulted  in  the  forma on  of  so‐called  "mixed"  R‐Smad 
complexes, consis ng of BMP‐R‐Smads and TGF‐‐R‐Smads [45]. 













BMP‐2  ALK3, 6  BMPRII  RGMa,b, c  Smad1, 5, 8 
BMP‐3  ALK4  ActRIIB     Smad2 
BMP‐4  ALK3, 6  BMPRII  RGMa, b, c  Smad1, 5, 8 
BMP‐6  ALK2, (3) 6  BMPRII, ActRIIA, B     Smad1, 5, 8 
BMP‐7  ALK2, (3), 6  BMPRII, ActRIIA, B     Smad1, 5, 8 
BMP‐9  ALK1, 2  BMPRII, ActRIIA  endoglin  Smad1, 5, 8 
BMP‐10  ALK1        Smad1, 5, 8 
BMP‐11     ActRIIB     Smad1, 5, 8 
BMP‐13  ALK6, (3)  BMPRII     Smad1, 5, 8 
BMP‐14  ALK6,(3)  BMPRII, ActRIIA, B     Smad1, 5, 8 







cured  through  direct  phosphoryla on  of  ShcA  by  ALK5.  Phosphorylated  ShcA  recruits 
Grb2 and Sos. This complex ac vates RAS, which ac vates the Raf‐MEK‐ERK cascade [46]. 
Interes ngly, recruitment of Shc and Grb2 to the TGF‐ type II receptor was enhanced by 
phosphoryla on of Thr284 by Src at the type II receptor, but this resulted p38 ac va on 
[47]. 
TGF‐ and BMPs also induce ac va on of TGF‐ ac vated kinase‐1 (TAK‐1). TAK‐1 is able 






Conflic ng data exist about  the  role of RhoA  in TGF‐  signaling.  Ini al  studies  showed 
that RhoA is ac vated by TGF‐[50,51]. However, in the  ght junc ons of polarized epi‐
thelial  cells,  TGF‐RII  phosphorylated  Par6,  leading  to  recruitment  of  the  E3  ligase 
Smurf1 and subsequent ubiqui na on and degrada on of RhoA [52,52]. Perhaps the lo‐











pep de  and  a  shorter  C‐terminal mature  pep de  [53]. Disulfide  bridges  link  the  two 
pep des at conserved cysteine knots, with  the excep on of BMP‐15  [26]. Cleavage of 
the prodomain occurs in the Golgi apparatus by furin proteases. The propep de remains 
non‐covalently a ached to the mature pep de. The TGF‐ propep de  is referred to as 
latency associated pep de (LAP) as it prevents binding of the protein to its receptor. In 
most  cells,  the  LAP  is  covalently bound  to  latent TGF‐ binding proteins  (LTBPs). This 
protein links the complex to the extracellar matrix (ECM), especially to the ECM compo‐
nent  fibrillin  [53].  Release  of  the  complex  from  the  ECM  occurs  through  proteoly c 
cleavage by elastase or the protease BMP‐1 [1,26,53,54]. TGF‐ is subsequently released 
from the LAP by degrada on of LAP by matrix metalloproteinases (MMPs) or scavenging 
of  LAP  by  other  proteins  such  as  thrombospondin  or  integrins  v6,  v5,  v8, 
[53,55,56] (figure 2A).  
The prodomain of all BMPs, except BMP‐11, does not  interfere with  their ac vity, but 
may regulate mature protein stability and processing [26]. Regula on of BMPs may al‐
ready occur at  the  level of secre on. For example,  the BMP antagonist Gremlin binds 
intracellularly to BMP‐4, thereby preven ng secre on [57]. Also Scleros n inhibits BMP‐
7 secre on by binding to both the prodomain and mature domain of BMP‐7 [58]  (Figure 
2E).  











2C). Another mechanism  of modula ng  ligand  ac vity  extracellularly  is  shedding of  the 
extracellular domain of the receptor. This results  in receptors that are unable to bind  lig‐
ands, whereas the soluble extracellular domain may prevent the  ligands  from binding to 












A common mechanism of regula ng receptor signaling  is  internaliza on and degrada on 
of the receptors. Also the TGF‐ receptors can be internalized and degraded, which occurs 







Another pos ransla onal modifica on which modulates protein func on  is covalent  link‐
age of the small ubiqui n‐like protein SUMO. For example, ac vated ALK5 can be sumoy‐








integrins or  thrombospondin. B. Natural antagonists are secreted by cells and bind  to BMPs  thus pre‐
ven ng receptor liga on. C. The decoy receptor BAMBI binds ligands and forms a receptor complex, but 
can not transduce signals. D. ALK5 or the co‐receptors endoglin and ‐glycan can be cleaved by TACE or 
MMP14, respec vely. Shedding of the extracellular domain   scavenges  ligands from receptors. E. Scle‐
ros n and Gremlin prevent the secre on of BMPs 
ALK5  is also known  to  interact with regulatory subunits of protein phosphatase 2  (PP2) 
[83,83]. More recently, two different regulatory subunits of PP2, B and B, were shown 
to have different effects on TGF‐ signalling, with B promo ng and B inhibi ng signal‐





Inhibitory  (I)‐Smads,  Smad6  and  Smad7,  are well‐known  nega ve  regulators  of  TGF‐ 
superfamily  signaling.  I‐Smads  have  a  similar MH2  domains  as  the  R‐Smads,  enabling 
them  to  interact with  the ac vated  type  I receptors and  thus compe ng with R‐Smads 





receptor  [67‐69].  Furthermore,  Smad7 may  recruit  PP1c,  a  regulatory  subunit  of  PP1, 




propaga on of the BMP signal [72]. Smad7 acted as an adaptor protein for ubiqui na on 
of Smad2 and Smad4 by Nedd4‐2 and WWP1, thus promo ng its degrada on [68,69,73].  
Furthermore,  Smad6 might  be  a  transcrip onal  repressor  of  BMP  target  genes  [74]. 









kinases  in  response  to mitogens  [88]. This primes Smad1  for  linker phosphoryla on by 
glycogen synthase kinase (GSK) 3 and promotes its interac on with Smurf1, resul ng in  
18 
ubiqui na on and degrada on [89]. GSK3 also phosphorylates Smad3 at Thr66, which 





and promotes  its ubiqui na on  and degrada on  [91].  This might be mediated by  the 
ubiqui n ligase ROC1, which was the first ubiqui n ligase iden fied for Smad3 [92]. The 
kinases cyclin dependent kinase  (CDK) 8 and 9 phosphorylates both BMP and TGF‐ R‐
Smads in the linker region [93]. This creates a docking site for Smurf1 in Smad1, whereas 
the ubiqui n  ligase Nedd4‐2 binds  to  linker phosphorylated Smad2 and 3,  resul ng  in 
their degrada on [93,94]. This process could be enhanced by further linker phosphoryla‐
on by GSK3‐ [95]. However, the CDK8/9 phosphoryla on sites also served as docking 






















us upon ligand s mula on, Smad2, 3 and 4 are con nuously shu ling between cytoplasm 
and nucleus. S mula on with TGF‐ increased the nuclear pool of Smads [106] by reduc‐
ing the rate by which Smads were exported from the nucleus [107]. Mathema cal model‐
ing of  the kine cs  implied  that Smad complexes are  imported  faster  than exported and 




Furthermore, pos ransla onal modifica ons could alter Smad  localiza on. For example, 
mono‐ubiqui na on at Lys519 of Smad4 by ectodermin (Ecto) inhibits Smad2/3 complex 
forma on and promotes Smad4 nuclear export  [112], a process which was  reversed by 
the  deubiqui na ng  enzyme  FAM/  USP9x  [113].  However,  Smad4  is  also  mono‐
ubiqui nated at Lys507, resul ng in enhanced forma on of Smad3/4 complexes [114].  
Smads are also modified by sumoyla on. Smad4 can be sumoylated by protein  inhibitor 
of ac vated STAT  (PIAS)y and ubiqui n conjuga ng enzyme  (Ubc) 9, which results  in  in‐
creased  stability and  transcrip onal ac vity  [115,116]. However,  sumoyla on of Smad3 
by PIASy resulted in decreased transcrip onal ac vity [117], by promo ng its nuclear ex‐





















rada on by the ubiqui n ligase Arkadia. Sumoyla on of Smad3 by PIASy promotes nuclear export. Mono
‐ubiqui na on of Smad4 at L519 by Ecto also promotes nuclear export, which can be reversed by the de

















currs through  inhibi on of TGF‐‐induced transdifferena on of epithelial cells to mesen‐
chymal cells [128]. A similar phenomenon was reported in prostate cancer [129]. Further 
studies have demonstrated  that BMP‐7  antagonizes  Smad3  signaling by  inducing  SnoN 
expression [130]. 
2. Breast cancer 
Breast cancer  is one of the  leading causes of death  in women. Most morbidity and mor‐
tality  does  not  arise  from  the  primary  tumor,  but  from  distant metastasis,    especially 
bone metastasis  which  causes  severe  pain  and  increased  risk  of  pathologic  fractures 
[131].  Gene  expression  profiling  primarily  dis nguish  between  estrogen  receptor  (ER) 
posi ve and estrogen nega ve breast tumors, with the la er having worse prognosis [132
‐134]. ER nega ve breast cancer cells can be further classified into Erbb2/Her2/Neu posi‐
ve, basal cell like and normal breast‐like subtypes, with the basal cell like breast cancer 



























Furthermore, mul cellular  spheroids  showed  the  same  resistance  to  cytotoxic  drugs  as 
their parental cell line in vivo, whereas cells in monolayers failed to do so [148]. In subse‐

















which arose a er xenogra ing  in nude mice, MCF10CA1h  (M‐III) and MCF10CA1a were 
isolated (M‐IV). M‐III was  isolated from a  low grade carcinoma, while M‐IV was  isolated 
from a high grade carcinoma, which metastatasized to the  lung [159]. Loss of TGF‐ sig‐
naling caused oncogenic transforma on  in the premalignant M‐II and a more aggressive 
phenotype  in  low‐grade M‐IIII. In M‐IV however,  inhibi on of TGF‐ signaling resulted  in 
decreased metastasis  [156].    In  line with  its tumor suppressor  func on,  loss of TGF‐RII 
expression  in benign hyperplasic  lesions  correlated with progression  to  invasive breast 
carcinoma  [160].  Furthermore,  inhibi on of  TGF‐RII  expression  correlated with  tumor 
grade  [161].  In  line with  its  s mulatory  role  in  cancer progression, TGF‐β  is  frequently 
overexpressed in breast cancer and its expression correlates with poor prognosis and me‐
tastasis  [162‐165]. Moreover,  studies  in mouse models demonstrated  that  inhibi on of 
TGF‐‐signaling in breast cancer cells reduces metastasis [166‐170]. Also gene signatures 
represen ng presence or absence of TGF‐ s mula on have been used to iden fy corre‐








by  a  dominant  nega ve  BMPRII  s mulates  cell  growth  [173].  Expression  analysis  has 





demonstrated differen al effects on prolifera on and migra on, thus indica ng that the  
Figure 4 The MCF10A system of cell  lines. MCF10A1 (M‐I)  is a spontaneously  immortalized normal epi‐
thelial breast cell line. This cell line was transformed with oncogenic RAS to give rise to MCF10AT (M‐II). 
M‐II was xenogra ed several  mes  in nude mice, which ul mately gave rise to tumors. From these tu‐




















Other BMPs  implicated  in breast cancer  include BMP‐10 and BMP‐15, whose expression 











more mo le, mesenchymal  phenotype.  This  process  occurs  normally  during  embryon‐
icdevelopment. However, it also occurs in pathologic condi ons, such as fibrosis and can‐
cer [195]. Cancer cells with a more mesenchymal phenotype were observed at the  inva‐
sive edge of  the  tumor  [196]. This  led  to  the hypothesis  that  the process of EMT  is  in‐




In normal breast  ssue, epithelial cells form a  ght  layer of cells. The cells are polarized 
and are connected to each other through adherens junc ons and desmosomes. Epithelial 




The downregula on E‐cadherin  is  the   most studied event  in EMT. Several  transcrip on 
























la on of  ZEB1  and  ZEB2  is  regulated  by  Ets  transcrip on  factors  in  a  Smad  dependent 
manner  [222]. TGF‐ not only  induces expression of Slug, Snail, ZEB1, ZEB2   and TWIST, 
but TGF‐‐ac vated Smads may also cooperate with these transcrip on factors. For exam‐
ple, Snail interacted with the Smad3/4 complex to repress the transcrip on of E‐cadherin 







the Raf‐ERK pathway resulted in synergis c ac va on of Snail [228].  




a  lesser extent BMP‐7 also  induced EMT  in pancrea c cancer cells, which was enhanced 




mary epithelial cells and prostate cancer cells  [123,122]. Rather, BMP‐7  induces  the  re‐
verse process, mesenchymal to epithelial transi on (MET) [232]. In the developing kidney, 
BMP‐7  induced  MET  by  inducing  p38‐ATF‐2  and  integrin  linked  kinase  (ILK)  ac vity 

























signals,  in concert with signals    from growth  factors,  regulate migra on  [247‐249]  in an 
invasion‐promo ng manner. 
In breast cancer, expression of    integrin 64 correlated with  increased tumor grade and 
decreased survival [248], although this  integrin mediates firm adhesion to the basement 
membrane in hemidesmosomes in normal breast  ssue [251]. However, phosphoryla on 
of  integrin 4 by EGF‐receptor‐ac vated Src kinase Fyn or protein kinase C results  in de‐
struc on of hemidesmosomes and more invasive behavior of cancer cells [252,253]. This 
process might be enhanced by TGF‐, which  induced clustering of this  integrin with  the 
EGF receptor Her2 by ac va ng Src kinase [254]. Furthermore, expression of integrin 64 
in the 4 nega ve breast cancer cell line MD‐MB465 promoted its invasive behavior [255]. 
Integrin 64  interacts also with  the receptor  for HGF, Met, and  is required  for  invasive 
growth in response to this growth factor [256]. 
Expression of  integrin v3  correlated with bone metastasis  in breast  cancer  [257,258]. 
Overexpression of this  integrin enhanced migra on [259] and bone metastasis of cancer 
cells [260,261].  Invasion  is further promoted   by associa on and coopera on of  integrin   
v3 with growth factor receptors, such as the EGFR or TGF‐RII, which enhanced growth 
factor signaling   [247,250,262].  Integrin v3  is a TGF‐ target gene [263] and promoted 
TGF‐ signaling through phosphoryla on of TGF‐RII by Src [47,264], thus func oning in a 
feed  forward  loop.  Integrin v3  is also able  to ac vate  latent TGF‐  in vitro, but  it  re‐
mains unresolved if this also occurs in vivo [56]. Furthermore, integrin v3 enhanced in‐
vasion  through associa on with MMP2 and MMP9,  thus promo ng  local ECM degrada‐
on at the cell surface [265,266].  









by  processing  signaling  and  adhesion molecules  [267,268].  For  example,  cell‐surface‐







Having  reached a vessel, a  cancer  cell  can enter  the blood or  lympha c  system. Using 
intravital imaging, it has been observed that cancer cells enter the blood through amoe‐
boid movement through the vessel wall [245]. This process is s mulated by perivascular 
macrophages by   secre on of EGF and Colony S mula on Factor (CSF) 1   [276]. Proteo‐
ly c ac vity, provided both by MMPs and urokinase plasminogen ac vator  (uPA)  is  im‐
portant for the intravasa on process [277].  
4.4 Survival in the circula on 
Once  in  the blood  stream,  cancer  cells o en  aggregate with platelets  and  leukocytes, 
which protects them from shear forces. This process  is mediated through  integrins and 

















the lung, thus promo ng extravasa on in the  lung [171]. Similar to intravasa on, macro‐
phages enhanced breast cancer extravasa on in lung metastasis [285].  
Extravasa on  into  the  brain  is  hampered  by  the  blood‐brain  barrier  [283].  Therefore, 






Most breast  cancer  that  infiltrate  into distant organs die due  to  restric ons  in  the host 
microenvironment  [283]. However,  other  organs  provide  an  environment  in which  the 
disseminated  breast  cancer  cells may  survive.  Already  in  1889,  Paget  discovered  that 
breast cancer cells are osteotropic,  leading to the "seed and soil hypothesis"; the cancer 
cell  ("the seed") can only grow  in a suitable environment  ("the soil")  [287].  In  the bone 










The  presence  of  bone marrow micrometastasis  correlated with metastasis  [291],  indi‐
ca ng  that  the cells  in  the micrometastasis eventually acquire  the ability  to colonize or 
manipulate  the environment  to enable coloniza on. TGF‐  is one of  the growth  factors 
highly present  in the bone environment and ac ve TGF‐ signaling has been detected  in 
breast cancer metastasis [292,293]. However, abroga on of TGF‐ signaling in macrome‐
tastasis had no effect,  indica ng the  importance of TGF‐ signaling  in early stages [292]. 




metastasis forma on by ac va ng the bone‐resorbing cells, osteoclasts [131]. Ectopic  
Figure  5 Role of TGF‐ and BMPs in the metasta c cascade. In normal epithelium TGF‐ inhibits cell 
growth. Upon malignant  transforma on,  TGF‐,  as well  as BMP‐2  and BMP‐4 promote epithelial  to 
mesenchymal  transforma on  (EMT)  resul ng  in more mo le mesenchymal cells. BMP‐6   and BMP‐7 
counteract this process. Invasion of these cells is promoted by TGF‐, BMP‐2 and BMP‐4, whereas BMP
‐7  and  BMP‐10  inhibit  it.  Cancer  cells  then  intravasate,  survive  in  the  circula on  and  extravasate, 
























A  large number of studies has been performed  to understand  the biology of TGF‐ and 
BMPs. These have highlighted the dual role of TGF‐ in cancer cells; in early stages it ham‐
pers prolifera on and promotes apoptosis, whereas  in  later stages  it promotes  invasion 
and metastasis. However, TGF‐ also acts on  the environment of  the  tumor,  the  tumor 
stroma. This will be discussed in Chapter 2.  










Compared  to  TGF‐‐signaling, BMP‐signaling has been  less well  studied.  Therefore, we 
sought to iden fy kinases involved in BMP‐signaling. The results are described in Chapter 
7.  
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growth  factor‐b  (TGF‐b), a  secreted mul func onal protein  that acts  in a highly cellular 






it  is evident  today  that  the  tumor  stroma  is more  than an  innocent bystander. The  in‐
volvement of stroma may already occur as early as during transforma on of the epithelial 
cells. This was demonstrated  in animal  studies  in which either  irradia on or  treatment 
with carcinogenic chemicals of stromal cells, but not of epithelial cells, is sufficient to give 
rise to tumors  from normal epithelial cells  [1,2]. Moreover, gene c studies  in breast tu‐
mors revealed that muta ons also occur in the stromal compartment [3‐5].  
The stroma  in the vicinity of the tumor consists of various cell types such as fibroblasts, 
immune  cells,  cells  lining  the blood and  the  lympha c vessels, which are embedded  in 
extracellular matrix (ECM) and produce soluble factors. The rela ve size and composi on 
of the  tumor stroma differs between  tumors, and  is dis nct  from normal  ssue stroma. 
Malignant cells produce growth factors which can  induce a ‘reac ve’ stroma that will fa‐
vor  tumor  cell prolifera on, migra on and  invasion and angiogenesis  [6]. This  ‘reac ve 
stroma’ has also been described as desmoplasia [7]. Tumor stroma resembles the stroma 










[11],  sugges ng  that fibroblasts may  support or  induce  tumor progression. Moreover, 
progression to invasive carcinoma is accompanied by the differen a on of fibroblast to 
myofibroblasts or  so‐called  cancer‐associated fibroblasts  (CAF)  [6,12]. CAFs are an  im‐
portant source of growth factors, such as insulin growth factor (IGF), vascular endothelial 
growth factor (VEGF), epithelial growth factor (EGF), hepatocyte growth factor (HGF) and 
TGF‐  [13‐16],  as well  as matrix metalloproteases  (MMPs)  [17]  and ECM  components 
[18]. 
The origin of CAFs s ll remains controversial. CAFs can be derived in situ by transdiffer‐




the essen al factor  in CAF differen a on, since TGF‐ receptor type II (TRII) knockout 
fibroblasts are s ll able to promote tumorigenesis (see below). 
There  is  also  evidence  that malignant  cells  a ract mesenchymal  stem  cells  (MSC)  to 
































betaglycan, a T RIII. Once TGF‐ binds to TRII, the TRI receptor  is recruited  into  the 
complex and  is phosphorylated by TRII on  serine and  threonine  residues  in a glycine‐
serine  rich  juxtamembrane  intracellular domain  [35]. TRI,  in  turn, phosphorylates spe‐
















va on  of  Smad2  and  Smad3  and  ALK1  ac va on  results  induces  Smad1,  Smad5  and 
Smad8 phosphoryla on [36,37] (reviewed in [38]). 
In addi on to the previously described TGF Smad pathway, TGF receptor ac va on 
results  in  ac va on of  several other non‐Smad  signaling pathways. Non‐Smad  signaling 








ductal epithelium  that was  correlated with  increased HGF mRNA expression  [40].  In  tu‐
mors, TGF‐  is also  important  for  the communica on between epithelial malignant cells 
and stromal cells. For instance, inhibi on of TGF signaling by a soluble extracellular do‐
main of TRII, a latency‐associated pep de (LAP) or TGF1 neutralizing an body resulted 




One of  the first studies on  the  role of TGF‐  in CAFs was done  in a  ssue specific TRII 
knockout mouse model using the fibroblast specific protein‐1 (FSP1, S100A4) promoter to 
drive expression of Cre recombinase in vivo [43]. The endogenous FSP1 promoter is ac ve 




increased abundance of fibroblasts. Disrup on of TGF‐  signaling appears  to  result  in 




Cheng and colleagues used the FSP1 Cre  lox system to condi onally delete the TRII  in 
mouse mammary fibroblasts [44]. Co‐implanta on of mouse mammary carcinoma cells 
with TRII‐FSP knockout fibroblasts under the renal capsule resulted in increased tumor 
growth and  invasion compared  to  tumors derived  from  implanta on of  the mammary 
carcinoma cells with TRII‐FSP wild type cells. Moreover, the TRII‐FSP knockout tumors 
displayed increased tumor cell survival, prolifera on, and tumor angiogenesis. This phe‐





promo ng  ac vi es  of  CAFs. However,  there  are  studies  sugges ng  that  TGF  pro‐
motes the tumor‐suppor ve effects of CAFs. Verona et al examined the role of TGF‐ in 
a  xenogra   co‐transplanta on model  of  fibroblasts  and  prostate  tumor  cells  [46].  In 
their study, tumor latency is prolonged when fibroblasts expressing dominant nega ve T
RII are cotransplanted, sugges ng that intact TGF‐ signaling is needed for tumor pro‐
gression. Micro‐array  analysis  revealed  that  TGF‐3  induced  expression  of  genes  in‐
volved  in ECM  remodeling as well as  growth  factors and  factors  typical  for myofibro‐
blasts  [46].  In  a  similar  prostate  tumor  mouse  model,  it  was  found  that  co‐
transplanta on  of  T RII  knockout  or  dominant  nega ve  Smad3  CAFs  resulted  in  de‐
creased tumor growth and microvessel density. This was accompanied by a decrease in 
















grate  [48].  In  addi on,  the  ECM  network  accommodates  transport  of  nutrients  and 
waste products [49]. 
Several studies have shown an important role of TGF‐ in ECM synthesis. TGF‐ induces 
expression  of  collagens,  fibronec n,  tenascin  and  basement membrane  components 
such as  laminin. Moreover, TGF‐ regulates also expression of MMPs, and  induces ex‐
pression of protease inhibitors such as  ssue inhibitors of metalloproteases (TIMPs) and 
plasminogen  ac vator  inhibitor‐1  (PAI‐1)  [50‐52]. Changes  in  the  ECM  are  sensed by 





















opposing  effects  on  angiogenesis.  Signaling  through  ALK1  s mulates  endothelial  cell 
prolifera on  and migra on, whereas  signaling  through  ALK5  inhibits  these  processes 
[36]. The balance between these two pathways is skewed towards an ALK1 response by 





ent cell types  in the tumor microenvironment [60,61].  In addi on, TGF‐ may regulate 
angiogenesis through induc on of pro‐angiogenic proteases such as urokinase Plasmino‐





Another  important component of  reac ve  stroma  is  the  immune  system.  Infiltra ons of 
cells of both the innate and the adap ve immune system have been found to affect both 




s mulates  chemotaxis of monocytes,  the precursors of macrophages,  in head‐and‐neck 
squamous‐cell carcinomas  [74]. The phenotype of TAMs  is  similar  to  that of a  subset of 









response  towards ac va on of B cells  [66]. Although  the an bodies produced by B cells 




ra on towards the Th2 phenotype [80]. Interes ngly, T cell specific dele on of Smad4 re‐
sulted in spontaneous development of gastrointes nal carcinomas and oral squamous cell 
carcinomas.  These  tumors  are  similar  to  tumors observed  in  Familial  Juvenile Polyposis 










tastasis. One of  the  cri cal  factors of  tumor progression  is TGF‐. TGF‐ plays an  im‐





suppor ng role of the stromal cells. Thus,  it  is  important to specifically tackle the pro‐
tumorigenic ac on of TGF‐ while keeping the tumor‐suppressive ac ons of TGF‐  in‐
tact. This could be achieved by specifically targe ng certain cells in the stroma. 
A recent study using  low doses of a TRI kinase  inhibitor shows promising results. Low 
doses  only  affected  pericytes  in  the  vasculature,  thereby  enhancing  the  delivery  of 
nanodrugs  [82]. Moreover,  endoglin,  a  TRIII,  is  strongly  upregulated  in  the  tumor‐
associated angiogenic vasculature  compared  to nonmalignant  ssue. Systemic admin‐










cancer by regula ng tumour  ini a on, progression and metastasis. TGF‐ can act both as a tu‐
mor  suppressor or a  tumor promoter depending on  the  cellular  context. The  role of TGF‐  in 
cancer  is not  limited  to autonomous  signaling of  the malignant epithelial cell, but also on  the 






Research  in  our  laboratory  on  TGF‐  and  tumor‐stroma  interac ons  is  supported  by 
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the  ini al phase, but s mula ng  invasion and metastasis at  later stage [1,2]. Moreover, 
TGF‐β  is  frequently  overexpressed  in  breast  cancer  and  its  expression  correlates with 








receptor ac va on results in ac va on of several other non‐Smad signaling pathways, 
for example Mitogen Ac vated Protein Kinase (MAPK) pathways [6]. 
To  study  the  role  of  TGF‐β  in  different  stages  of  breast  cancer, we made  use  of  the 
MCF10A cell system. This system consists of spontaneously immortalized MCF10A1 (M1) 
breast  epithelial  cells  [7],  the  H‐RAS  transformed  M1‐deriva ve  MCF10AneoT  (M2), 





























































































cantly be er upon s mula on by TGF‐β. In contrast, the RAS‐transformed M1‐









































































Upon mastering  this  techniques, one  can  test  the effect of  chemical  inhibitors, knock‐
down or overexpression of genes on invasion. Furthermore, by scaling up the assay to a 
24 well format, one can  isolate RNA using a phenol‐chloroform‐based method (e.g. Tri‐
zol® or Tripure)  followed by a  silica‐column based  clean‐up. This RNA  can be used  for 








s tuted basement membrane  (rBM) matrix.  This model provides  a  rapid  assay  to  dis‐
nguish between normal and malignant mammary epithelium, but focuses on cell mor‐
phology  [19,20]. Morphogenesis  and organiza on of  the dis nct MCF10A  cell  lines  in‐
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Transforming  growth  factor‐ (TGF‐) has opposing  roles  in  breast  cancer  progression  by 
ac ng as a tumor suppressor  in the  ini al phase, but s mula ng  invasion and metastasis 
at  later stages.  In contrast to the mechanisms by which TGF‐ induces growth arrest, the 
pathways that mediate tumor invasion are not well understood. Here, we describe a TGF‐
‐dependent invasion assay system consis ng of spheroids of MCF10A1 normal breast epi‐
thelial cells  (M1) and RAS‐transformed  (pre‐)malignant deriva ves  (M2 and M4) embed‐
ded  in collagen gels. Both basal and TGF‐-induced  invasion of these cell  lines was found 
to correlate with  their  tumorigenic poten al; M4  showing  the most aggressive behavior 
and M1 showing the  least. Basal  invasion was strongly  inhibited by the TGF‐ receptor ki‐
nase  inhibitor SB‐431542,  indica ng  the  involvement of autocrine TGF‐ or TGF- -like 
activity. TGF‐-induced  invasion  in premalignant M2 and highly malignant M4  cells was 
also  inhibited upon  specific knockdown of Smad3 or Smad4.  Interes ngly, both a broad 
spectrum matrix metalloproteinase (MMP) inhibitor and a selec ve MMP2 and MMP9 in‐
hibitor mi gated TGF‐‐induced invasion of M4 cells, while leaving basal invasion intact. In 
line  with  this,  TGF‐ was  found  to  strongly  induce MMP2  and MMP9  expression  in  a 
Smad3‐ and Smad4‐dependent manner. This collagen‐embedded spheroid system  there‐



















target genes [7,8]. Tumor suppressor ac vi es of TGF‐β/Smad signaling  include amongst 
others repression of c‐myc [9] and induc on of cyclin‐dependent kinase inhibitors [10,11].  
During cancer progression accumula on of gene c muta ons as well as epigene c chang‐
es can render cells  insensi ve to the cytosta c effects of TGF‐b, and components of the 
TGF‐b pathway are frequently inac vated in a subset of cancer specimens [12]. However, 
breast and other cancers o en only carry defects in downstream cytosta c TGF‐b targets, 






To  study  the  role  of  TGF‐  in  different  stages  of  breast  cancer, we made  use  of  the 
MCF10A cell system. This system consists of  immortalized MCF10A1 (M1) normal breast 









For  the analysis of TGF‐‐induced  invasion we generated homotypic MCF10A  spheroid 











MCF10A  series of  cell  lines,  i.e. MCF10A  (M1),  transformed MCF10AneoT  (M2)  and  its 
deriva ve MCF10CA1a (M4) were obtained from Dr. Fred Miller (Barbara Ann Karmanos 
Cancer  Ins tute,  Detroit,  USA).  All MCF10A  cell  lines were maintained  in  DMEM/F12 
(Gibco)  supplemented with 5% horse  serum  (Gibco), 20ng/ml epidermal growth  factor 
(EGF) (Upstate), 100ng/ml cholera toxin (Calbiochem), 0.5g/ml hydrocor sone (Sigma), 





















quence  for  Smad4  was  5’‐GTACTTCATACCATGCCGATT‐3’.  The  non‐targe ng  sequence 
was  5’‐AGAACGTCAACACCAAGTGCA‐3’.  Smad3  knockdown  was  performed  using miR‐
Smad3 len virus using BLOCK‐iT Pol II micro RNA interference technology (Invitrogen) as 
described previously [32]. Cells were infected at mul plicity of infec on (MOI) 2, selected 




Condi oned medium was harvested from cells a er 48 hr of s mula on and resuspend‐
ed in 4x Laemli buffer (250mM Tris‐HCl pH6.8, 8% SDS, 40% glycerol, 0.004% bromophe‐





For  sta s cal  comparison  of  two groups,  a  two‐tailed  Student's  t‐test was  used where 
applicable. Sta s cal analysis of three or more groups was done by one‐way ANOVA fol‐




Assays for cell prolifera on, transcrip onal reporter ac vity, Western blot analysis, RNA 





breast  epithelial  cells,  H‐RAS  transformed  MCF10AneoT  (M2)  cells,  or  M2‐derived 
MCF10CA1a  (M4) cells were embedded  into collagen matrix and s mulated with TGF‐
(Fig. 1a). M1  cells  showed only weak  invasion without  s mula on, but  invaded  signifi‐
cantly be er upon TGF‐ s mula on. In contrast, the RAS‐transformed M1‐deriva ve M2 
invaded  already  efficiently without  any  s mulus, which was  further  increased  4‐5  fold 
upon TGF‐ addi on. M4 cells showed the strongest invasion, both with and without TGF‐
 addi on (Fig. 1a, b),  in  line with their metasta c capacity. Other TGF‐ family  ligands, 
such as Ac vin‐A, BMP‐6, BMP‐7 or BMP‐9 failed to induce invasion in any of the cell lines 
(data not shown). Thus,  the  invasiveness  in our spheroid model  in vitro correlates with 
the grade of aggressiveness of the M1, M2 and M4 cells in vivo [24,25]. 
Next, we examined whether  the differences  in  invasion between M1, M2 and M4 cells 
can be explained by differences in TGF‐ responsiveness. All three cell lines were found to 




TGF‐/Smad transcrip onal ac vity  in response to TGF‐. However, induc on in M2 was 
markedly lower than in M1 and M4 (Suppl. Fig. 1a). Furthermore, all cells showed Smad2 
phosphoryla on upon TGF‐s mula on (data not shown). Thus, the differences in  
100 
101 




‐induced  invasion  between M1, M2  and M4  cells  is  associated  with  differences  in 
growth  rate, we performed prolifera on assays.  Interes ngly,  the growth of all  three 
cell  lines was slightly  inhibited by TGF‐, but no major differences were detected be‐
tween the cell lines (Fig. 1c). 
Taken  together,  our  results  demonstrate  that  the  described  spheroid  invasion  assay 




Next, we  examined whether  the  basal  and  TGF‐‐induced  invasion  in  this  spheroid 
model  is dependent on the TRI kinase. For this purpose we used SB‐431542, an ATP 
analogue and selec ve  inhibitor of the kinase ac vity of TRI, ac vin type  IB receptor 
(ActRIB) and ac vin receptor‐like kinase  (ALK)7  [34]. As expected, SB‐431542 potently 
inhibited TGF‐b‐induced invasion of M1, M2 and M4 cells (Fig 2a, b), indica ng that TGF
‐‐induced  invasion  is  TRI‐kinase  dependent.  Surprisingly,  the  basal  invasion  of  the 
spheroids was also  strongly  inhibited,  sugges ng autocrine TGF‐ signaling,  since we 
found these cells to express all TGF‐ isoforms. The basal  invasion of M1, M2 and/or 
M4 cells might also be mediated by ligands other than TGF‐, e.g. ligands that signal via  
Figure  1  TGF‐β‐induced  invasion  of  spheroids  of  normal  MCF10A1  (M1),  RAS‐  transformed 
MCF10AneoT  (M2)  and  its metasta c deriva ve MCF10CA1a  (M4). M1, M2  and M4  spheroids 
embedded into collagen were treated with 5ng/ml of TGF‐β for 48 hr as indicated (a,b). a Repre‐









Figure  2 Basal and TGF‐β‐induced  spheroid  invasion  is  inhibited by SB‐431542. M1, M2 and M4 
spheroids were embedded  into collagen and treated with 5ng/ml TGF‐β and/or 10µM SB‐431542 








used  these  cells  to  further  inves gate  the  role  of  the  TGF‐β  pathway  in  metastasis‐









Although  the knockdown of Smad3 was  less efficient  than  the  knockdown of Smad4,  it 
significantly  reduced  the  levels  of  phospho‐Smad3, while  leaving  TGF‐‐induced  phos‐
phoryla on of Smad2 unaffected (Fig. 3a). Moreover, this level of Smad3‐knockdown, like 
knockdown  of  Smad4,  severely  inhibited  TGF‐/Smad‐  induced  transcrip on  (Fig.  3b). 
Knockdown of Smad3 also reduced the levels of TGF‐b‐induced invasion of M4 cells in col‐
lagen (Fig. 3c and d).  
To further  inves gate the role of Smads  in TGF‐β‐induced  invasion we performed knock‐
down  experiments  in  the premalignant  cell  line M2  (Suppl.  Fig.  2a). Also  in  these  cells 




Figure  3  TGF‐β‐induced  spheroid  invasion  is  Smad3/4  dependent. MCF10CA1a  (M4)  cells were 
transduced with  len viruses  expressing  shRNA  against  Smad4 or miRNA  against  Smad3  and  the 
appropriate control viruses. a Cells were s mulated with 5ng/ml of TGF‐β for 16h. Protein lysates 
were  separated  by  SDS‐PAGE  and  subjected  to  western  blot  analysis  using  Smad3‐,  Smad4‐, 
phospho‐Smad2‐ and phospho‐Smad3‐specific an bodies. b Cells were transfected with CAGA12‐luc 
transcrip onal reporter and subsequently s mulated with 5ng/ml of TGF‐β for 16h. Rela ve lucife‐
rase ac vity (CPU) is expressed as mean ± s.d. of triplicate cultures. c,d Spheroids were embedded 
into collagen and treated with 5ng/ml of TGF‐β for 2 days. c Representa ve pictures taken a er 2 














We next examined  the  involvement of  the gela nases MMP2 and MMP9, as  these pro‐
teins  have  been  correlated with  poor  prognosis  and  lung metastasis  in  breast  cancer 
[37,38]. TGF‐ was found to strongly induce MMP2 and MMP9 mRNA levels both in sphe‐
roids  (3D) and  in monolayer  (2D): MMP2 expression was  induced approximately 10‐fold 
upon TGF‐ s mula on in both 2D and 3D (Fig. 4a and 4b); MMP9 approximately 100‐fold 
and 40‐fold  in spheroids and monolayer respec vely (Fig. 4a and b). To confirm that this 
induc on was seen also at the protein level, we analyzed condi oned medium by gela n 















































states and  interact  in more natural  fashion with  their surroundings  [29]. Moreover,  the 
composi on of extracellular matrix  in breast cancer  is o en altered, resul ng  in fibro c 
s ff foci with a high collagen I content. It has been demonstrated that increased collagen I 
content promotes breast cancer forma on and invasion [42] and is associated with great‐










duce TGF‐‐like ac vity and s mulate  invasion  in an autocrine manner. This  is  in agree‐
ment with a recent report in which it is shown that the ECM can induce TGF‐ signaling in 
the absence of TGF‐  [48]. We cannot exclude  that Ac vins or Nodal also contribute  to 
basal invasion. In fact, Ac vin and Nodal have also been implicated in breast cancer pro‐









signaling pathways downstream of TGF‐  receptors  I. Various  studies have  shown  that 
RAS and TGF‐ collaborate in promo ng malignant progression of breast cancer [26,27]. 
Both TGF‐ and RAS  can ac vate  the MAP kinases ERK,  JNK and p38 and  their down‐















MMP2 and 9 appear a rac ve targets for therapeu c interven on of breast cancer inva‐
sion. However, MMPs are mul func onal proteins and may also have an ‐tumor ac ons. 
The  la er  appears  in  par cular  an  issue  for  targe ng  of MMP9  [22].  Tumors  of  K14‐
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ve  luciferase ac vity  (CPU)  is expressed as mean ± s.d. of  triplicate cultures and corrected  for 
differences in transfec on efficiency. All three cell lines respond to TGF‐. B.TGF‐β binds with high 
affinity to type I, II and III receptors on all three cell lines. Cells were affinity‐labeled with [125I]TGF‐







Supplementary figure 2 TGF‐β‐induced  invasion  in M2  is  Smad3/4 dependent. Cells were  trans‐
duced with  len viruses expressing shRNA against Smad4 or miRNA against Smad3 and the appro‐
priate control viruses. A. Protein  lysates were  separated by SDS‐PAGE and  subjected  to western 
blot analysis using Smad3‐ or Smad4‐specific an bodies. B, C Spheroids were embedded into colla‐
gen and treated without ligand (n=5) or 5ng/ml of TGF‐β (n=5) for 2 days. B Representa ve pictures 
taken a er 2 days. c Rela ve invasion was quan fied as area difference on day 2 minus day 0. One 






















ing  specific  receptor  an sera  that have been previously described  [3,4].  Samples were 























RNA isola on, cDNA synthesis and quan ta ve real‐PCR 
RNA isola on from monolayer was performed using RNA extrac on kit (Macherey‐Nagel) 
according  to manufacturer’s  instruc ons. For RNA  isola on  from 3D  cultures,  spheroids 
embedded  in  collagen were homogenized  in  TriPure  (Roche),  cleared by  centrifuga on 
and extracted with phenol‐chloroform. The aqueous phase was diluted 1:1 with 70% etha‐
nol, applied to RNA binding mini‐columns (Macherey‐Nagel) and further processed follow‐
ing manufacturer’s instruc ons. cDNA synthesis and quan ta ve real  me PCR were per‐
formed as previously described [6], using a StepOne Plus (Applied Biosystems) instrument 
and Sybr Green  (Applied Biosystems) as detec on reagent. All samples were analyzed  in 
triplicate for each primer set. Gene expression levels were determined with the compara‐
ve Ct method using ARP as  reference and  the non‐s mulated condi on was set  to 1. 
Rela ve expression levels are presented as mean ± s.d.. The following primers were used: 
MMP2,  forward  5’‐AGATGCCTGGAATGCCAT‐3’  and  reverse  5’‐
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The  transforming growth  factor  (TGF)‐  superfamily  comprises  cytokines  such as TGF‐  













an ‐invasive ac ons by inhibi ng TGF‐‐induced expression of integrin 3. 
Key words: breast cancer, invasion, TGF‐, BMP‐7, integrin 3 
Abbrevia ons used throughout the text: 
ALK    ac vin receptor‐like kinase 
BMP     Bone Morphogene c Protein 

































































































RNA isola on, cDNA synthesis and quan ta ve PCR 
RNA isola on, cDNA synthesis and quan ta ve PCR (Q‐PCR) were performed as previously 
described [25]. The following primers were used: acidic ribosomal phosphoprotein  (ARP) 
forward  5’‐  CACCATTGAAATCCTGAGTGATGT  ‐3’  and  reverse  5’‐  TGACCAGCCGAAAGGA‐
GAAG ‐3’ ; matrix metalloproteinase 2 (MMP2) forward 5’‐AGATGCCTGGAATGCCAT‐3’ and 
reverse  5’‐GGTTCTCCAGCTTCAGGTAAT‐3’;  integrin  v  forward  5’‐
CAGGCTTGCAACCCATTCTT‐3’  and  reverse  5’‐GAATGTGAGCCTGTCGACTAATGTT‐3’;  integ‐
rin 3   forward 5’‐ACCTGCTTGCCCATGTTTG‐3’ and reverse 5’‐GCGGGTCACCTGGTCAGTTA‐
3’. All  samples were  analyzed  in  duplicate  for  each  primer  set. Gene  expression  levels 
were determined with the compara ve Ct method using ARP as reference and the non‐


















TGF‐ & BMP‐7. (a) Pictures of representa ve spheroids of M‐II. b Quan fica on of invasion of M
‐II experiments shown in (a). (c) Pictures of representa ve spheroids of M‐IV. (d) Quan fica on 
of invasion of M‐IV experiments shown in (c). (e) Spheroids of M‐IV were allowed to invade colla‐
gen in the presence of BMP‐6 (100 ng/ml), TGF‐ (5 ng/ml) or TGF‐‐ & BMP‐6. Pictures of repre‐






































































































































































resenta ve pictures of spheroids are shown. (b) Quan fica on of experiment shown in (a). (c) 
Cells were transduced with len virus encoding shRNA against integrin 3 and control len virus.. 
Spheroids of these cells were allowed to invade in the absence or presence of TGF‐ (5 ng/ml). 
Representa ve pictures of spheroids are shown. (d) Quan fica on of invasion shown in (c). At 













































































































































































































































































>104 >104 >105 
Supplementary Table 1 
Specificity of GLPG0187 towards integrins. GLPG0187 was profiled in a solid phase assay for its 












































ligand was quan tated by addi on of 1:500 dilu on of ExtrAvidin peroxidase conjugate 
(Sigma‐Aldrich) in buffer A for 30 min at room temperature.  For MAdCAM‐Fc, bound lig‐
and was quan tated by addi on of 1:1000 dilu on of an ‐human Fc peroxidase conju‐
gate (Jackson) 30 min at room temperature. For vitronec n, bound ligand was quan tat‐
ed by addi on of 1:500 dilu on of an ‐human vitronec n an body VIT‐2 (Sigma‐Aldrich) 
for 30 min at room temperature  followed by 1:1000 dilu on of an ‐human  IgM peroxi‐
dase conjugate (Jackson) for 30 min at room temperature. Wells were then washed four 
mes  with  buffer  A  and  the  assay  was  developed  using  ABTS  (2,2'‐Azinobis  [3‐


















































































































(Gibco/Invitrogen). A er starva on, cells were s mulated for 24 hr with no ligand or re‐
combinant human TGF‐β3 (generous gi  of Dr. K. Iwata, OSI Pharmaceu cals, Inc, New 
York, USA). RNA isola on was performed using a RNA extrac on kit (Macherey‐Nagel) ac‐































































































































































metastasis a er 3 days (2.2% and 4.1%, respec vely). This drama c increase was  
Figure 4 Slug is necessary for TGF‐‐induced invasion in M‐II. A. M‐II was transduced with control 

































































































































































































































































a kind gi  of K. Sampath, Crea ve Biomolecules, Inc, Hop nton, USA) in medium contain‐
ing 0.5% serum. A er 8 hr of s mula on, firefly and Renilla luciferase ac vi es were de‐
termined using the dual‐Luciferase kit (Promega), followed by subtrac on of background 

























Kinase screening iden fies puta ve posi ve regulators of BMP‐Smad signalling 
To iden fy new players in BMP‐Smad signalling, we made use of a kinome cDNA expres‐




































































bind to the DNA binding domain of Smads to prevent transcrip onal transac va on [15]. 
However, TAK‐1 was shown to be essen al for ac va on of BMP‐Smad signalling during 
chondrogenesis [19,20]. The previous study showing nega ve effects of TAK‐1 in BMP‐ 
174 
Figure 2 Valida on of the func onal role of the  iden fied kinases from the cDNA screen on the 
BMP  signalling.  (A)  Poten al  BMP  pathway  modifiers  MAP3K10,  RPS6KA4,  EPHA2,  EPHB2, 
EPHA3 and RPS6KB1 were cloned into pcDNA DEST40 vector to generate V5 tagged kinases. The‐


















































transcrip onal ac vator Yes Associated Protein (YAP) and the ubiqui n ligase Smurf1, 
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MMP2 and MMP9 appear a rac ve targets for therapeu c interven on of breast cancer 
invasion. Given the mul func onality of MMPs, they may also have an ‐tumorigenic 





























































Although we discovered which genes are  involved  in the  inhibi on of TGF‐ by BMP‐7, 
the signaling pathway involved is not clarified. A recent report demonstrated that BMP‐
7 could inhibit Smad3 transloca on to the nucleus by inducing SnoN in kidney cells [51]. 
However,  in M‐IV cells BMP‐7 did not affect Smad3 transcrip onal ac vity (Chapter 5). 
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Remming  van MMP2  en MMP9  verminderde  ook  de  TGF‐geïnduceerde  invasie. Dus 


























































































beschreven in dit proefschri  en in verschillende wetenschappelijke  jdschri en. Te‐
vens hee  zij haar resultaten mondeling gepresenteerd op de KWF Tumor Cell Biology 
mee ng in 2009 waarbij zij een prijs voor beste presenta e in ontvangst mocht nemen. 
In 2010 ontving zij een reisbeurs van het Leids Universitair Fonds om het Nature 2010 
Miami Winter Symposium te bezoeken, waar zij een poster presenteerde.  
Sinds 2011 is zij werkzaam bij Cell Signaling Technology Europe als Technical Support 
Specialist. Zij gebruikt hierbij haar wetenschappelijke kennis om klanten van dit bedrijf, 
veelal wetenschappers, te ondersteunen. 
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